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Ⅰ．論文の内容要旨 
 
 生物は刻一刻と変化する環境条件に呼応し、生体内部を一定に保とうとする。細
胞レベルでの応答は微生物から高等生物まで多くの共通性が見られ、現存する生物
は多様な適応戦略機構を獲得したために生き残ってきたと考えられる。環境応答の
一つに、緊縮応答がある。これは、生育環境中のアミノ酸の枯渇を感知すると、DNA
の複製、rRNA の合成、タンパク質の合成を抑制することで、貧栄養環境に適応し
て栄養状態が改善するまでの時間を耐え忍ぶ応答である。この緊縮応答の細胞内情
報伝達物質は、ATPと GTPから合成される(p)ppGppである。大腸菌に代表されるグ
ラム陰性バクテリアでは、(p)ppGpp合成活性のみを示す RelAと(p)ppGppの合成と
分解の両活性を示す SpoT が緊縮応答に重要な役割を果たすことが知られている。
枯草菌などのグラム陽性バクテリアでも、グラム陰性バクテリアの RelA/SpoTに相
同であり RelAや Relと呼ばれる(p)ppGppの合成と分解の活性を示す酵素が見出さ
れている。さらに、最近、枯草菌で、RelA の他に YjbM と YwaC の 2 種の(p)ppGpp
合成酵素が発見された。本論文では、これら 3 種の(p)ppGpp 合成酵素遺伝子の解
析を行い、緊縮応答時におけるリボソームの動態を明らかにした。 
 枯草菌の relA遺伝子の欠失株では、LB培地上で細胞増殖の著しい遅延が起きる
ことを利用して、増殖速度の回復したサプレッサー変異株を多数単離した。分子遺
伝学的解析によりこれらのサプレッサーは yjbM もしくは ywaC 遺伝子内の変異で
あることが明らかとなった。これより、relA の欠失による増殖阻害に、yjbM およ
び ywaC の遺伝子産物が必須であることが示されたため、さらに、これら両遺伝子
の機能を明らかにするために、relA yjbMおよび、relA ywaCの二重欠失株と、relA 
yjbM ywaC 三重欠失株を構築して解析を行った。relA 欠失株における増殖阻害は、
rRNA (rrn) オペロンの転写量の減少に起因しているのではないかと考え、リボソ
ームのプロファイルおよび各 rrn オペロンからの転写活性を解析した。その結果、
relA 欠失株では対数増殖期における 70S リボソームの量が著しく減少し、また各
rrnオペロンの P1プロモーターからの転写量も劇的に低下していた。一方、2種の
二重欠失株や三重欠失株では、リボソーム量、および各 rrn オペロンの P1 プロモ
ーターからの転写活性が回復していた。さらに、枯草菌の 10 種の rrn オペロンの
すべてのプロモーターからの転写は Gで開始されることを見出した。細胞内の GTP
濃度は relA 欠失株で最も低く、relA yjbM および relA ywaC 二重変異株でわずか
に回復し、relA yjbM ywaC 三重変異株では野生株と同程度に回復することが報告
されている。このことから、RelA、YjbM、YwaC は、転写開始ヌクレオチド三リン
酸であるGTPの細胞内濃度を変えることで rrnオペロンの転写活性を調節している
ことが示唆される。 
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relA yjbM 株と relA ywaC 株では表現型に差異が見られ、yjbM や ywaC は発現時
期や転写の際に必要なσ因子も異なることから、これら 2つの酵素は異なる機能を
有することが予想された。そこで、relA yjbM ywaC三重欠失株において、isopropyl-
β-D-thiogalactopyranoside (IPTG) 添加により yjbMまたは ywaCの発現を人為的
に誘導できる株を構築した。これらの株を LB培地で培養し、yjbMの発現を誘導し
ても細胞増殖に影響は見られなかったが、ywaC の発現を誘導すると細胞増殖が停
止することが明らかとなった。この細胞増殖の停止は relA 欠失バックグラウンド
でのみ起こった。発現させた YwaCの働きについて調べたところ、ywaC発現後には、
ppGpp の他に、ppGp または pGpp 濃度の上昇と GTP 濃度の低下が見られた。また、
ywaCの発現誘導後に 70Sリボソームよりも早く沈降する新たなピークが観察され、
電子顕微鏡による観察を行ったところ、70Sリボソームが 2つ結合したリボソーム
二量体であることがわかった。そこで、このリボソーム二量体のタンパク質につい
て 2次元電気泳動およびプロテオーム解析を行った結果、この二量体には機能未知
タンパク質である YvyD タンパク質が含まれていることが示された。さらに、yvyD
欠失株では ywaC の発現を誘導してもリボソーム二量体の形成は見られないことか
ら、YvyD はリボソーム二量体の形成に必須であることが明らかになった。yvyD 遺
伝子は種々のストレスに応答して活性化するσB と胞子形成期初期に活性化される
σHによって認識される 2 つのプロモーターを有している。リボソーム二量体形成
時には、σH依存のプロモーターより活発な転写が誘導されていた。σHをコードし
ている sigH遺伝子を欠失させたところ、yvyDの転写は起こらず、リボソーム二量
体の形成も見られなかった。これらの結果から、σHにより転写された yvyD遺伝子
産物がリボソームの二量体形成を介して緊縮応答に関わる可能性が示唆される。 
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Ⅱ．審査結果の要旨 
 本論文は、枯草菌の緊縮応答における(p)ppGpp 合成酵素の役割とリボソームの
動態を解析したものである。大腸菌では緊縮応答時に(p)ppGpp が合成されること
が知られていたが、緊縮応答が引き起こされる分子機構は不明であった。申請者は
(p)ppGpp合成酵素である RelAに加え、枯草菌で新たに発見された(p)ppGpp合成酵
素、YjbM、YwaC に着目し、(p)ppGpp 合成酵素の緊縮応答における役割とリボソー
ム形成との関係を解析した。本論文は４章から構成され、第１章は序論、研究成果
は第２章と第３章にまとめられ、第４章は総合討論となっている。 
 第２章の研究は(p)ppGpp合成酵素による rRNA遺伝子の転写調節機構を解析した
ものである。タンパク質合成の場であるリボソームの形成には rrnオペロンと呼ば
れる rRNA 遺伝子群からの転写が必須である。申請者は relA 遺伝子の欠失株にお
ける増殖阻害の原因を検討し、relA 欠失株では細胞内の GTP 濃度が減少し rrn オ
ペロンからの転写とリボソーム形成が著しく低下すること、この増殖阻害は yjbM
と ywaCの遺伝子変異により回復すること、枯草菌にある 10種すべての rrnオペロ
ンの転写が G で開始されることを明らかにした。これらの結果から、(p)ppGpp 合
成酵素である RelA、YjbM、YwaC が転写開始に必要な GTP の細胞内濃度を変えるこ
とにより rrn オペロンの転写活性を調節していることを示した。(p)ppGpp 合成酵
素が rRNA 遺伝子の転写調節を介して細胞増殖の調節を行う機構を明らかにした意
義は大きく、緊縮応答の分子機構を理解する上で重要な研究成果である。 
 第３章の研究は(p)ppGpp 合成酵素によるリボソーム二量体の形成機構を解析し
たものである。申請者は ywaC の発現時期や転写因子が他の酵素と違うことに着目
し、YwaC の機能を詳細に検討した。その結果、relA yjbM ywaC 三重欠失株におい
て ywaC の発現を誘導すると、細胞内の GTP 濃度の低下に加え、リボソームの二量
体化と増殖停止が起こることを見いだした。このリボソーム二量体化は胞子形成バ
クテリアにおいて初めての報告となる。また申請者は、σHによって yvyDの転写が
誘導されることがリボソームの二量体形成に必要であることを示し、これまで機能
未知であった YvyD がリボソームの二量体形成に必須であることを明らかにした。
本論文は、緊縮応答の機構解明に加えて、ストレス応答や細胞分化においてリボソ
ームが重要な役割を果たすことを示している。 
 以上の評価により、審査委員会は、本論文が博士学位論文に十分に価するもので
あると判断した。 
 
 2014年 １月 16 日（木）午後 5時より本論文についての公聴会を開き、論文の
内容の説明と質疑応答を行なった。申請者は論文について明快に説明し、質疑に対
する応答も満足すべきものであった。 
